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摘要 抗体作为生命科学研究与临床治疗的核心工具, 其发现技术经历了从传统杂交瘤技术到现代高通量、智 

能化平台的革命性发展. 本文系统回顾了抗体发现技术的主要进展, 首先阐述了奠基性杂交瘤技术的原理、优势 

与局限, 并介绍了其人源化等改良策略; 随后重点讨论了多种体外展示技术(如噬菌体展示、酵母展示、核糖体 

展示等)的核心机制、文库构建与筛选策略; 进一步详述了单B细胞抗体发现技术的优势与实施途径, 强调了其在 

保留天然重轻链配对信息方面的重要性. 本文还深入探讨了下一代测序技术在抗体库解析与动态追踪中的应用, 
以及计算生物学与人工智能在抗体设计、优化与可开发性预测中的前沿作用. 此外, 本文还涵盖了针对挑战性靶 

点的策略、转基因动物平台、双/多特异性抗体的构建及合成生物学方法在新型抗体开发中的潜力. 最后, 通过 

比较不同技术平台的关键指标, 总结了当前抗体发现领域面临的主要挑战, 并展望了多技术融合、人工智能赋 

能、个性化抗体开发等未来发展趋势. 本文为抗体药物的研发提供了技术参考与策略指导, 对推动治疗性抗体的 

创新与临床应用具有借鉴意义. 
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抗体, 又称免疫球蛋白(immunoglobulin, Ig), 是体 

液免疫中的关键效应分子. 传统的抗体由两条相同的 

重链和两条相同的轻链通过二硫键共价连接, 形成对 

称的Y形糖蛋白分子 [1]. 每条重链和轻链均包含一个 

位于氨基末端(N-端)、序列高度可变的可变区, 和一 

个位于羧基末端(C-端)、序列相对保守的恒定区 [2]. 抗 

体结合抗原的特异性主要取决于可变区内三个序列高 

度可变的互补决定区(complementarity determining re
gions, CDRs), 重链和轻链的互补决定区共同构成了抗 

原结合位点 [3,4]. 而抗体的恒定区, 尤其是重链的恒定 

区, 则负责介导抗体与免疫系统其他组分的相互作用, 

从而触发清除病原体、调控免疫应答等效应功能 [5,6]. 
抗体通过多种机制, 在机体抵御外来入侵和维持 

内环境稳定中发挥着关键作用, 这些机制包括但不限 

于: 直接中和病原体或毒素 [7]; 通过Fc段激活补体级联 

反应, 使得目标细胞表面形成攻膜复合物, 从而引发补 

体依赖的细胞毒性作用(complement-dependent cyto
toxicity, CDC) [8]; 通过与效应细胞表面的Fc受体结合, 
进而介导抗体依赖的细胞介导的细胞毒性作用(anti
body-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC), 以 

及抗体依赖的细胞吞噬作用(antibody-dependent cellu
lar phagocytosis, ADCP) [9,10]. 
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抗体发现技术的发展历程如图1所示, 其最初的实 

践可追溯至早期通过对实验动物进行免疫, 然后从其 

血清中获得多克隆抗体混合物的方法. 这种方法虽然 

能够提供针对特定抗原的抗体, 但在特异性、均一性 

和可持续供应方面存在显著的局限性 [11]. 抗体发现技 

术真正革命性的突破发生在1975年, Georges Köhler和 

César Milstein [12]成功开创了杂交瘤技术, 通过将产生 

抗体的B淋巴细胞与永生化的骨髓瘤细胞融合, 首次 

建立了能够持续、稳定分泌特异性单克隆抗体的细胞 

系, 这标志着抗体研究与应用进入了一个全新的时代. 
继杂交瘤技术这一里程碑之后, 20世纪80年代末 

及90年代, 分子生物学和基因工程技术的飞速发展催 

生了多种强大的体外展示技术, 其中以1985年George 
P. Smith发明的噬菌体展示技术最具代表性 [13,14]. 除此 

之外, 随后相继问世的酵母展示、核糖体展示、细菌 

展示、哺乳动物细胞展示等技术, 使得科研人员能够 

构建规模巨大的抗体基因文库, 并从中通过亲和力筛 

选获得与特定靶点结合的抗体片段, 极大地扩展了抗 

体发现的来源、提升了筛选通量 [15~17]. 
进入21世纪, 抗体发现领域进一步融入了更为精 

细、通量更高的技术手段, 特别是单B细胞技术的成 

熟与广泛应用, 使得研究者能够从免疫个体的血液或 

组织样本中分离出产生特异性抗体的单个B细胞, 并 

从中克隆天然配对的重链和轻链可变区基因, 从而高 

效获取具有体内亲和力的抗体 [18]. 此外, 与下一代高 

通量测序(next-generation sequencing, NGS)技术的深 

度整合, 不仅提升了对天然免疫系统中B细胞受体(B 
cell receptor, BCR)或抗体组库的多样性进行深度解析 

的能力, 也为克隆动态演化的追踪、抗体的人源化和 

工程化改造提供了前所未有的数据支持 [19,20]. 近年来, 
人工智能(artificial intelligence, AI)和机器学习(ma
chine learning, ML)的引入, 也为抗体的发现、设计和 

优化开辟了全新的途径, 其应用范围涵盖了抗体的可 

开发性预测、表位识别、从头设计乃至生成具有特定 

功能的抗体序列, 预示着抗体发现技术正加速迈向一 

个更加智能化、自动化和可预测化的新纪元 [21,22]. 

1 经典的抗体发现技术——杂交瘤技术 

1.1 原理与流程 

杂交瘤技术是产生单克隆抗体的奠基性经典技 

术, 该技术的核心原理如图2所示 [23]. 
在经典的杂交瘤制备流程中, 首先要用纯化的目 

标抗原免疫实验动物, 诱导产生大量的特异性B细胞. 
随后, 从实验动物的脾脏或淋巴结中分离出B淋巴细 

胞, 在促融剂或电融合技术的作用下, 使其与缺乏 

图 1 抗体发现技术发展时间轴 
Figure 1 Timeline of antibody discovery technology development  

图 2 杂交瘤技术核心原理示意图 
Figure 2 Schematic diagram of the core principle of hybridoma technology  
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次黄嘌呤-鸟嘌呤磷酸核糖基转移酶(hypoxanthine- 
guanine phosphoribosyltransferase, HGPRT)基因的骨髓 

瘤细胞进行融合 [24], 融合后的细胞混合物在含有次黄 

嘌呤、氨基蝶呤和胸腺嘧啶核苷的HAT选择培养基中 

进行培养. 在此条件下, 未融合的HGPRT缺陷型骨髓 

瘤细胞, 因脱氧核苷酸的从头合成途径被氨基蝶呤阻 

断且无法利用补救途径而死亡, 未融合的B细胞自身 

寿命有限, 也会逐渐消亡, 只有成功融合的、同时具 

备B细胞的HGPRT酶活性和骨髓瘤细胞的永生能力的 

杂交瘤细胞 ,  才能在HAT培养基中存活并持续增 

殖 [25,26]. 最终, 存活下来的杂交瘤细胞克隆群需要通 

过ELISA等方法进行鉴定, 分离出能够产生特异性抗 

体的阳性克隆. 这些阳性克隆随后通常通过有限稀释 

法或单细胞分选技术进行多次亚克隆, 从而获得能够 

长期稳定分泌高质量单克隆抗体的杂交瘤细胞系 [27]. 

1.2 优势 

杂交瘤技术的核心优势在于能够产生具有天然重 

链和轻链配对的完整抗体分子. 这些抗体是在生理条 

件下由免疫系统筛选出来的, 来源于经过体内亲和力 

成熟的B细胞, 经历了体细胞高频突变和严格的克隆 

选择, 因此最终筛选得到的单克隆抗体往往已经具备 

了较高的抗原结合亲和力 [28~30]. 此外, 一旦成功获得 

稳定表达目标抗体的杂交瘤细胞系, 便可以实现单克 

隆抗体的大规模生产, 从而满足科学研究或临床药物 

研发的需求. 
因此, 即使在各种抗体发现技术百花齐放的今天, 

杂交瘤技术依然在治疗性抗体领域发挥着重要作用, 
例如针对耐抗生素的铜绿假单胞菌抗体W V D C -  
5244 [31]、在肿瘤治疗中针对HER3和HER2的双特异 

性抗体1G5D2 [32]、用于治疗缺血性中风的单克隆抗 

体6H2 [33]等. 

1.3 局限性 

尽管杂交瘤技术具有里程碑意义, 但其也存在一 

定的局限性. 例如, 整个流程从动物免疫开始, 到最终 

获得稳定表达的单克隆杂交瘤细胞系, 通常耗时长达 

3~6个月, 操作步骤繁琐, 劳动强度较大 [34]. 而且, 杂交 

瘤技术的筛选通量相对较低, 且对于免疫原性较弱的 

抗原、分子量过小的抗原、在不同物种间高度保守的 

抗原, 或者某些结构特殊的靶点, 成功筛选到高质量抗 

体的效率可能会降低 [35]. 更为突出的问题是, 传统杂 

交瘤技术主要产生的鼠源性抗体, 在人体内作为治疗 

性药物应用时, 很容易被人体免疫系统识别为外来蛋 

白, 从而引发人抗鼠抗体(human anti-mouse antibody, 
HAMA)反应, 这不仅会加速抗体的清除, 降低疗效, 还 

可能引发过敏反应等副作用, 限制了其在临床上的反 

复使用和长期治疗效果 [36,37]. 

1.4 技术改良与应用 

为克服传统鼠源抗体在临床应用中引发的免疫原 

性问题, 研究人员基于基因工程技术开发了一系列抗 

体人源化的策略, 例如通过将鼠源抗体的可变区与人 

源抗体的恒定区拼接成嵌合抗体, 或将鼠源抗体的 

CDRs移植到人的抗体可变区框架(framework regions, 
FRs)中, 这些方法均能降低鼠源序列的比例, 从而减 

弱其在人体内的异源性 [38,39]. 此外, 兔源单克隆抗体 

因其通常具有比鼠源抗体更高的亲和力和更低的免疫 

原性而受到广泛关注, 近年来也取得了重要进展 [40,41]. 
尽管面临着众多新兴技术的激烈竞争, 传统的杂 

交瘤技术凭借其能够直接产生具有天然结构和翻译后 

修饰的完整IgG分子的独特能力, 在生命科学的基础研 

究中仍然占有一席之地, 并常常作为评价其他技术平 

台所获抗体片段功能的重要手段. 

2 体外展示技术 

体外展示技术通过将编码蛋白质的基因型与其表 

达的表型在分子或细胞水平上直接关联起来, 实现了 

在体外对蛋白质库进行大规模的定向筛选, 极大地推 

动了抗体发现、酶工程、受体-配体相互作用研究等 

多个领域的发展 [42]. 在众多体外展示技术中, 噬菌体 

展示技术因其出现早、技术成熟、应用广泛而最具代 

表性 [43]. 

2.1 噬菌体展示技术 

2.1.1 原理 

噬菌体展示技术是一种强大的体外选择技术, 原 

理如图3所示. 其核心机制在于将编码外源多肽或蛋 

白质的基因序列, 与噬菌体外壳蛋白(通常是丝状噬菌 

体如M13, fd或f1的基因Ⅲ蛋白或基因Ⅷ蛋白)的编码 

基因进行框内融合 [44], 目标多肽或蛋白质便会在重组 
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噬菌体复制和组装的过程中整合到噬菌体的表面 [45]. 
这种基因型与表型的紧密关联是噬菌体展示技术的基 

石, 能够通过展示在噬菌体表面的多肽或蛋白质与靶 

标分子之间的特异性相互作用, 来高效地富集和分离 

那些具有结合特性的噬菌体, 这一关键的筛选步骤被 

称为亲和淘选 [46]. 

2.1.2 抗体库的类别 

利用噬菌体展示技术进行抗体发现的关键前提, 
是构建多样性的抗体基因文库, 根据抗体基因来源和 

构建策略的不同, 噬菌体抗体库主要可以分为以下几 

类: (ⅰ) 天然抗体库, 来源于未经特定抗原免疫的健 

康个体(通常是人, 也可来源于其他物种)的外周血B淋 

巴细胞、脾脏或骨髓, 其抗体可变区基因通过PCR反 

应扩增并随机组合后克隆到噬菌体载体中, 理论上这 

种库代表了该物种几乎完整的抗体可变区基因谱, 能 

够筛选针对多种类型抗原的抗体 [47,48]; (ⅱ) 免疫抗体 

库, 构建自经特定抗原免疫后的B细胞, 由于经历了体 

内的免疫应答和亲和力成熟过程, 这类文库中通常富 

集了针对该免疫原的高亲和力抗体 [49]; (ⅲ) 合成抗体 

库, 通过对天然抗体基因的特定区域进行定点突变而 

构建, 不仅可以超越天然免疫系统的多样性限制, 还 

可以对库的序列组成、特定氨基酸的偏好性等进行更 

为精确的优化 [50,51]. 

2.1.3 筛选策略 

噬菌体抗体库的筛选, 是一个多轮的循环过程, 逐 

步富集能够与目标抗原发生高亲和力结合的噬菌体, 
同时去除大量非特异性或低亲和力的噬菌体. 固相筛 

选是最为常用的筛选方式, 该方法通常将纯化的靶蛋 

白固定在固相载体的表面, 然后加入噬菌体抗体库进 

行孵育; 经过充分的洗涤去除未结合或弱结合的噬菌 

体后, 通过改变pH、加入竞争性配体或酶解等方式洗 

脱特异性结合的噬菌体, 并用其感染宿主菌进行扩增, 
用于下一轮筛选 [52]. 液相筛选则允许抗原和噬菌体在 

溶液中以更接近其天然构象的状态进行结合并孵育, 
随后通过磁珠或固相载体进行捕获和分离, 这种方法 

有助于筛选那些对构象高度敏感的抗体 [53]. 细胞筛选 

是将表达特定靶分子的完整活细胞作为筛选对象, 这 

种策略尤其适用于筛选针对细胞表面受体、离子通 

道、转运蛋白等复杂膜蛋白的抗体, 或者那些需要识 

别天然膜环境中的构象性表位的抗体 [54]. 更为复杂的 

体内筛选策略是将构建好的噬菌体抗体库直接注射到 

实验动物的血液循环中, 经过一定时间后, 从目标组 

织、器官或病变部位回收那些能够特异性聚集的噬菌 

体克隆, 这种方法有助于筛选出不仅具有靶向性, 还可 

能具有良好组织穿透能力、特定药代动力学特性的抗 

体 [55,56]. 

2.1.4 优势 

噬菌体展示技术作为一种成熟的抗体发现平台, 
其主要优势之一在于能够构建容量极大的抗体库 ,  
大大增加了筛选到优质抗体的几率; 并且, 该技术可 

以直接从人源抗体基因文库中筛选获得全人源抗体, 
从而避免后续人源化改造的过程以及免疫原性风险. 
此外, 该技术能够有效针对传统方法难以处理的靶 

点 ,  例如非免疫原性或低免疫原性的“自身”抗原、 

对宿主动物具有潜在毒性的分子等, 因为其整个筛 

选过程完全在体外进行, 摆脱了动物体内免疫系统 

和生理毒性等限制 [57,58]. 噬菌体展示平台还非常便 

于对抗体进行各种工程化改造, 例如可以构建定点 

或随机突变的子库, 并进行多轮更严格的筛选, 从而 

图 3 噬菌体展示技术原理示意图 
Figure 3 Schematic diagram of the principle of phage display technology  
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获得特定的抗体变体 [59]. 相较于传统的杂交瘤技术, 
噬菌体展示通常具有更短的研发周期和相对较低的 

直接成本 ,  尤其是在高通量筛选时更具效率和灵 

活性. 

2.1.5 局限性 

噬菌体展示技术也存在一些局限性. 首先, 由于抗 

体片段是在原核表达系统中表达的, 与真核细胞中的 

天然环境存在差异, 且缺乏真核细胞特有的翻译后修 

饰, 可能会影响部分抗体的生物学功能, 特别是需要 

精确糖基化才能发挥完整功能的IgG [28,60]. 其次, 在抗 

体库的构建和筛选过程中, 某些在噬菌体表面表达水 

平不高, 或者其序列本身对噬菌体的生长有不利影响 

的抗体, 可能会在多轮筛选中逐渐丢失, 导致筛选结 

果偏向那些高表达或对噬菌体系统“友好”的克隆, 而 

非生物学功能最优的克隆 [61]. 最后, 噬菌体表面展示 

的抗体片段可能与筛选体系中的某些组分发生非特异 

性结合, 从而导致筛选背景信号较高或出现假阳性克 

隆, 需要通过优化筛选条件、引入更为严格的筛选策 

略来克服这些筛选伪影 [62]. 

2.2 酵母展示技术 

2.2.1 原理 

酵母展示技术是继噬菌体展示之后发展起来的另 

一种应用广泛的体外高通量筛选平台, 由K. Dane 
Wittrup和Eric T. Boder于1997年首次成功开发, 原理 

如图4所示 [16,63]. 通过将编码目标蛋白质的基因序列与 

酵母细胞壁蛋白(最常用的是酿酒酵母的凝集素亚基 

Aga2p)的编码基因进行融合表达, 使得目标蛋白质作 

为Aga2p的融合伴侣, 在其分泌途径中被转运并锚定 

在酵母细胞壁的外表面 [64]. 与噬菌体展示技术相似, 

酵母展示同样实现了基因型与表型之间的连接, 但其 

特色在于能够结合流式细胞分选技术(如荧光激活细 

胞分选, fluorescence-activated cell sorting, FACS), 对展 

示目标蛋白的酵母群体进行高通量、高灵敏度的定量 

分析和精细分选 [65]. 

2.2.2 优势 

酵母展示技术的一个关键优势在于其利用了真核 

生物作为蛋白质表达和展示的宿主细胞, 酵母细胞内 

拥有相对完善的蛋白质折叠和翻译后修饰的分子机 

器, 有利于复杂抗体的正确折叠和功能性展示, 减少了 

在原核表达系统中可能遇到的错误折叠或缺乏必要修 

饰等问题. 此外, 通过使用荧光标记的靶抗原以及能够 

识别展示蛋白上融合标签的荧光二抗, FACS能够同时 

定量检测单个酵母细胞表面所展示的抗体片段数量及 

其与靶抗原的结合信号强度, 甚至可以通过动力学控 

制实验来评估其解离速率, 从而实现对复杂抗体库中 

多样化克隆的精确区分和高效富集 [66]. 

2.2.3 应用 

酵母展示技术最为广泛的应用之一, 便是通过在 

酵母表面展示抗体可变区文库, 并利用FACS进行多轮 

精细的筛选, 从而获得具有强效价的治疗性抗体候选 

分子 [67,68]. 该技术同样被高效地应用于从大规模人源 

抗体文库中直接筛选具有高亲和力和高特异性的治疗 

性抗体, 其真核表达系统特别适合于筛选那些需要正 

确折叠才能发挥功能的重组人源抗体 [69]. 此外, 酵母 

展示还被广泛用于筛选具有更高热稳定性、更好pH 
耐受性、更优溶解性的抗体变体, 这些特性的改善对 

于确保抗体药物在研发、生产、储存、临床应用过程 

中的质量和有效性至关重要 [70]. 

图 4 酵母展示技术原理示意图 
Figure 4 Schematic diagram of the principle of yeast display technology  
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2.3 核糖体展示技术 

2.3.1 原理  

核糖体展示技术是一种完全在体外无细胞环境下 

进行的, 用于蛋白质展示、筛选和定向进化的高通量 

技术, 由Andreas Plückthun和Jürgen Hanes于1997年首 

次成功建立. 该技术的核心原理是利用体外转录-翻译 

体系, 将编码目标蛋白质的线性DNA或mRNA模板, 在 

含有核糖体、氨基酸、tRNA以及各种必需的酶和能 

量因子的反应混合液中进行高效表达 [71]. 在设计模板 

时通常会去除终止密码子, 并在3′端添加一段间隔序 

列, 使得新合成的多肽链在翻译完成后, 仍能通过其C 
末端与核糖体及其结合的mRNA分子形成三元复合 

物 [72]. 整个蛋白质的合成过程完全在试管中完成, 无 

需经过任何细胞转化、培养等步骤 [73]. 随后, 包含目 

标展示蛋白的核糖体复合物文库可以直接与靶标分子 

进行孵育, 通过特异性的亲和结合作用分离出与靶标 

结合的核糖体复合物, 然后通过对复合物中的mRNA 
进行RT-PCR反应来扩增编码目标蛋白的基因序列, 用 

于下一轮的筛选富集、克隆测序或引入突变进行定向 

进化 [74].  

2.3.2 优势 

核糖体展示技术最为显著的优势之一在于其能够 

构建规模巨大的蛋白质文库, 因为其多样性仅受限于 

起始模板的数量以及体外转录翻译系统的效率, 而无 

需考虑细胞转化效率这一通常限制细胞展示技术库容 

量的关键瓶颈 [75]. 由于整个蛋白质的合成、筛选以及 

编码基因的回收和扩增过程均在无细胞环境中进行, 
非常便于与各种体外突变策略相结合, 从而进行蛋白 

质的定向进化; 可以在每一轮筛选富集之后, 对回收 

的基因进行随机或定向诱变, 再进行下一轮的筛选, 
快速积累有利突变, 从而高效地优化目标蛋白质的亲 

和力、特异性、稳定性等特性 [76]. 此外, 该技术完全 

避免了活细胞的转化和培养步骤, 因此不会受到宿主 

细胞对于某些外源基因序列的偏好性、表达毒性效应 

或密码子使用偏倚等因素的影响.  

2.3.3 局限性 

尽管核糖体展示技术具有上述显著优势, 但在实 

际操作和应用中也存在一些局限性. 首先, 体外转录 

翻译体系对环境中痕量的核糖核酸酶污染极为敏感, 
核心的mRNA-核糖体-蛋白质三元复合物的稳定性也 

相对较低, 在操作过程中容易发生解离或降解, 这些因 

素都可能影响实验结果的稳定性和重复性 [77]. 其次, 
蛋白质是在体外无细胞环境中合成的, 其折叠环境与 

真核细胞内的天然环境有所不同, 可能会影响某些蛋 

白质的稳定性和生物学功能 [78]. 最后, 由于核糖体复 

合物本身尺寸较大, 且表面带有显著的负电荷(主要来 

自RNA和蛋白质), 在筛选过程中可能更容易与固相载 

体材料或靶标分子发生非特异性的静电吸附或疏水相 

互作用, 从而筛选背景信号较高, 需要通过优化筛选缓 

冲液的组分和洗涤条件来减少假阳性克隆的富集 [71]. 

2.4 其他展示技术 

除了前述主流的噬菌体展示、酵母展示和核糖体 

展示技术外, 还有其他几种各具特色的蛋白质展示技 

术, 它们在特定应用场景下展现出独特的优势, 进一 

步丰富了抗体发现的工具箱.  

2.4.1 细菌展示技术 

细菌展示技术利用细菌的多种细胞表面结构, 如 

外膜蛋白、脂蛋白、鞭毛蛋白、菌毛蛋白等作为锚定 

载体, 将目标蛋白质融合表达并展示在细菌表面, 从而 

实现基因型与表型的连接 [79]. 细菌展示的一个显著优 

势是可以结合流式细胞术进行高通量筛选, 从而根据 

亲和力大小或展示蛋白的表达水平进行精细的区分和 

富集 [80]. 细菌展示技术已成功应用于抗体片段的筛选 

与亲和力成熟、重组活疫苗的开发等多个领域, 然而, 
其原核表达背景可能导致复杂的真核源蛋白质出现折 

叠问题或缺乏必要的翻译后修饰, 并且展示的蛋白可 

能会受到细菌外膜通透性的限制或被细菌自身的蛋白 

酶降解 [81].  

2.4.2 哺乳动物细胞展示技术 

哺乳动物细胞展示技术是将目标蛋白质, 特别是 

高度依赖于真核表达系统进行正确加工的蛋白质, 通 

过基因工程手段表达并锚定在哺乳动物细胞的质膜外 

表面, 从而在最接近天然生理状态的环境下进行展示 

和筛选 [82]. 该技术最核心的优势在于能够确保展示的 

目标蛋白质具有天然的折叠构象、正确的二硫键配对 

以及翻译后修饰, 并允许直接在细胞水平上进行基于 
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生物学功能的筛选 [83]. 哺乳动物细胞展示已经成为发 

现针对复杂膜蛋白靶点抗体的重要工具, 尽管其构建 

文库的容量和筛选通量相对较低, 且操作成本也更高, 
但其筛选结果往往具有更高的生理相关性和更直接的 

临床转化潜力 [84].  

3 单B细胞抗体发现技术 

3.1 核心思想与优势 

尽管传统的杂交瘤技术和各类体外展示技术在过 

去数十年中极大地推动了单克隆抗体的发现与应用, 
但它们各自仍存在一些固有的局限性. 单B细胞抗体 

发现技术正是在这样的背景下应运而生, 其核心优势 

在于直接从免疫个体的B细胞库中, 通过高通量的筛 

选手段, 直接分离并克隆出那些能够产生特异性抗体 

的单个B淋巴细胞, 特别是记忆B细胞和浆细胞 [85,86]. 
该技术能够准确保留B细胞在生理条件下, 经过 

复杂的免疫应答后天然形成的重链和轻链的原始配对 

信息, 从而最大限度地确保了重组表达后的抗体分子 

能够重现其原有的高亲和力、高特异性以及良好的生 

物学活性 [19,87]. 与经典的杂交瘤技术相比, 单B细胞技 

术无需进行细胞融合这一低效且随机的过程, 也无需 

漫长的克隆化培养; 与各类体外展示技术相比, 它避 

免了构建文库时潜在的序列丢失、表达偏倚或因重链 

与轻链随机组合而导致的功能丧失等问题 [88]. 因此, 
单B细胞抗体发现技术的根本目标在于更高效地从天 

然免疫库中获得具有治疗潜力的抗体, 尤其在应对新 

发的传染病疫情、筛选针对复杂靶点的抗体等方面, 
展现出了显著的优势和巨大的应用前景 [89,90]. 

3.2 主要技术途径 

单B细胞抗体发现技术的实施依赖于一系列高效 

的技术组合, 核心环节通常包括目标B细胞的特异性 

识别与分离、单个B细胞中抗体基因的获取, 以及后 

续的基因克隆、表达与功能验证.  

3.2.1 基于流式分选的单B细胞分离与抗体克隆 

基于流式细胞分选的技术是高通量分离抗原特异 

性B细胞的经典方法之一, 技术原理如图5所示. 它主 

要利用荧光标记的特异性抗原和结合多种B细胞表面 

标志物的荧光抗体组合, 从复杂的细胞混合物中精确 

识别并分离出特定表型的B细胞 [91]. 分选得到的单个 

B细胞随后被导入PCR反应管或微孔板中进行细胞裂 

解, 并通过单细胞RT-PCR或巢式PCR等技术, 特异性 

地扩增其所编码的、天然配对的抗体重链和轻链可变 

区基因序列 [92]. 扩增得到的基因片段通常会通过进一 

步的PCR拼接, 然后克隆到合适的细胞载体中进行重 

组抗体的表达与分泌, 最后对培养上清中的抗体进行 

纯化和功能性检测, 以验证其抗原结合特异性、亲和 

力及其他生物学活性 [93]. 
目前, 该技术途径已经在流感、新冠等病毒的抗 

体研究中广泛应用, 其中尤为关键的是特异性抗原探 

针的设计. 在流感病毒方面, HA-Y98F和NA-R292K突 

变体是最为重要的抗原探针之一, 它们的特异性构象 

为开发流感病毒广谱中和抗体提供了关键的帮 

助 [94~96]. 在新冠疫情期间, 基于单B细胞的筛选和纳米 

级荧光探针的生物传感器系统, 为强效中和抗体的检 

测和发现提供了强有力的工具 [97,98], 

3.2.2 微孔板与微流控技术 

为了进一步提高单B细胞筛选的通量、降低单个 

细胞分析的成本、提高检测的灵敏度, 多种基于微孔 

板或微流控芯片的创新性单B细胞分离与筛选技术相 

继被开发出来, 并得到了广泛的应用 [91]. 基于酶联免 

疫斑点技术(enzyme-linked immunospot, ELISPOT)及 

其荧光版本的分析方法, 被广泛用于直接检测和分离 

那些能够分泌目标抗体的单个B细胞, 其原理通常是 

在预包被了特异性抗原的微孔板底部培养B细胞悬液, 
分泌的抗体被捕获, 随后通过酶促显色反应或荧光标 

记的二抗进行可视化检测, 从而识别并定位分泌目标 

抗体的细胞 [99,100]. 而微滴微流控技术能够将单个B细 

胞与细胞裂解液、RT-PCR反应试剂, 以及靶细胞或检 

测试剂包裹在数以百万计、体积仅为纳升级别的独立 

油包水微滴反应器中, 从而实现大规模的单细胞培养、 

抗体分泌功能检测、抗体基因的扩增以及高通量的测 

序文库构建, 这种技术极大地提升了单B细胞分析的 

处理速度、通量和灵敏度 [101]. 

3.2.3 B细胞受体测序与重组表达 

与上述各种物理分离和功能筛选技术相辅相成的 

是, 直接对经过富集或分选的抗原特异性B细胞进行B 
细胞受体基因库的高通量测序, 全面、定量地解析其 
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基因的多样性、序列特征、克隆丰度以及体细胞高频 

突变的模式 [102]. 在新冠的研究中, B细胞受体测序结 

合配体阻断的方法, 可以高效识别多种中和抗体, 大 

大提高了抗体发现的通量 [103]. 从高通量测序中获得 

的海量序列数据, 通常需要经过一系列复杂的生物信 

息学分析, 包括原始序列的质量控制、V(D)J基因片 

段的精确注释、CDR区域的划分、体细胞高频突变 

模式的分析等, 目的是识别出在免疫应答中占优势的 

B细胞克隆、追踪特定克隆在免疫过程中的演化路径, 
并最终从中挑选出那些具有潜在高亲和力、广谱中和 

活性或其他期望特性的抗体序列 [104]. 

3.3 挑战与发展 

尽管单B细胞抗体发现技术在过去的十几年中取 

得了令人瞩目的进展, 但仍然面临着一系列有待克服 

的技术挑战和需要持续探索的发展方向.  
目前, 该领域面临的首要技术难题之一仍然是如 

何更高效地从海量的B细胞群体中准确分离那些数量 

稀有的特定B细胞, 这直接关系到后续抗体发现的成 

功率以及获得高质量抗体的可能性. 此外, 在单细胞 

水平上对抗体基因进行高效、无偏倚的扩增, 并确保 

其原始配对信息的完整和准确, 尤其是在平行处理大 

规模的B细胞时, 仍然存在技术上的不确定性和改进 

空间. 当前, 许多功能强大且高度自动化的单B细胞筛 

选与分析平台, 其初期的设备购置费用、昂贵的专用 

试剂耗材, 在一定程度上限制了这些先进技术在资源 

相对有限的学术实验室或超大规模筛选项目中的普及 

和常规应用 [105].  

展望未来, 单B细胞抗体发现技术的一个重要发 

展方向是与新兴的单细胞多组学技术进行深度融合, 
在获取抗体基因序列的同时, 获得该B细胞更为完整 

的转录表达谱、细胞表面蛋白标志物谱、表观遗传状 

态等多维度信息, 这将有助于更深入地理解抗体产生 

的调控机制、更精确地筛选具有特定功能的B细胞亚 

群 [106,107]. 技术的持续创新将进一步推动单B细胞筛选 

的自动化水平和处理通量的提升, 同时降低单次分析 

的成本和操作的复杂性, 使之更易于普及 [108]. 

4 下一代测序与计算生物学在抗体发现中的 
应用 

随着基因测序技术和计算能力的飞速发展, 下一 

代高通量测序技术与计算生物学日益融入抗体发现的 

各个环节, 极大地提升了抗体药物研发的效率和精 

度 [109]. 

4.1 NGS驱动的抗体库分析与筛选 

下一代测序技术的迅猛发展, 为全面、定量地解 

析抗体基因组库的多样性与动态变化提供了前所未有 

的强大工具. 在现代抗体发现的流程中, NGS技术与传 

统的体外展示技术的结合日益普及, 通过对抗体基因 

文库进行深度测序分析, 可以精确地追踪和定量评估 

特定抗体克隆在筛选过程中的富集程度以及动态演 

化, 从而有效指导筛选策略的调整与优化 [110]. 同样地, 
NGS技术也被广泛整合到单B细胞抗体发现技术中, 
无论是对富集得到的特异性B细胞群体进行组库的 

图 5 单B细胞分离技术原理示意图 
Figure 5 Schematic diagram of the principle of single B-cell isolation technology  
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深度分析, 以快速识别优势克隆和共有序列特征, 还是 

对从单个B细胞中扩增得到的可变区基因进行高通量 

测序, 以大规模获取具有天然配对信息的抗体序列, 
NGS技术的应用都极大地提升了筛选的效率、深度和 

广度 [111].  
例如, 基于NGS技术可以开发用于治疗性抗体的 

辅助设计的平台 [112], NGS也可以用于单域抗体的测序 

与工程化改造 [113]、新冠病毒变种的研究 [114]等. 总之, 
NGS技术为新型治疗性抗体的开发与筛选提供了更高 

效、更全面的手段 [115]. 
然而, 如何从海量、复杂且可能包含技术噪音的 

抗体序列数据中准确、高效地提取出具有真实生物学 

意义的信息, NGS仍然面临着生物信息学分析和数据 

统计解读方面的挑战, 迫切需要不断开发更为先进的 

分析工具和算法模型 [116].  

4.2 计算辅助抗体设计与优化 

随着生物信息学、结构生物学和计算机科学的飞 

速发展, 计算生物学方法在现代抗体的设计和优化等 

方面正发挥着日益重要的作用 [117]. 基于已解析的抗 

原-抗体复合物晶体结构, 或通过计算预测得到的抗体 

三维模型, 结构导向的抗体设计策略能够利用分子对 

接模拟、分子动力学模拟以及结合自由能计算等计算 

化学方法, 分析抗原-抗体相互作用, 并据此改造CDR 
序列中的关键氨基酸, 以增强与目标抗原的结合亲和 

力、改变结合特异性、拓展识别新表位的能力或优化 

其pH敏感性等特性 [118].  
计算方法在抗体的人源化改造过程中同样重要, 

通过对抗体可变区的三维结构进行建模和分析, 可以 

精确识别鼠源抗体框架区中那些可能影响CDR环构 

象或抗原结合能力的关键残基并进行保留, 同时最大 

限度地将其他框架区残基替换为最接近人源种系的基 

因序列, 在保持原有亲和力和特异性的前提下有效降 

低抗体在人体内的免疫原性 [119]. 
计算工具也能够高效指导抗体的特异性改造, 例 

如: 通过建立抗体-抗原复合物的能量函数模型, 可以 

系统性地预测单个或多个氨基酸残基突变对两者结合 

自由能的影响, 从而筛选出可能提高亲和力的有益突 

变; 类似地, 也可以通过计算预测特定氨基酸突变对 

蛋白质整体稳定性的影响, 以筛选和设计出具有更高 

热稳定性、更好pH耐受性或更优生物物理特性的 

抗体 [120,121]. 此外, 利用各种计算方法和机器学习模型 

来预测抗体的“可开发性”——包括其溶解性、在目标 

缓冲液中的聚集倾向、溶液黏度、潜在的化学降解位 

点、翻译后修饰位点、非特异性结合倾向等一系列生 

物物理和化学特性——已成为抗体药物早期筛选流程 

中的一个重要组成部分, 其目的在于尽早识别并剔除 

那些具有不良成药性风险的候选分子, 从而提高后续 

开发的成功率并降低研发成本 [122,123]. 
计算辅助的抗体设计与优化策略目前也存在亟待 

解决的问题, 如预测精度有待进一步提高、对大规模 

计算资源的需求较高、实验验证与计算预测之间的反 

馈循环效率等. 展望未来, 随着更大规模、更高质量实 

验数据的不断积累, 结合更先进的人工智能算法以及 

更强大的并行计算能力, 将有望实现更精准、更高效 

的抗体开发 [124].  

4.3 人工智能与机器学习的应用 

近年来, 人工智能, 特别是其核心分支机器学习技 

术, 正以前所未有的深度和广度渗透到抗体发现的各 

个环节, 为解决传统实验方法难以逾越的复杂问题, 
加速研发进程以及提高成功率提供了数据驱动的新工 

具 [125]. AI算法能够高效地从抗体序列库中识别有意义 

的序列, 进行精确的克隆型追踪, 并辅助预测抗体的抗 

原特异性或潜在的生物学功能 [108]. 特别是那些基于三 

维结构信息或大规模序列数据的深度学习模型, 为深 

入理解抗体结合的分子机制和指导后续的抗体优化提 

供了重要的理论依据 [126]. 总之, 在抗体发现的新时代, 
AI将为耗时、昂贵的传统实验提供强有力的补充方 

法和辅助工具 [125]. 
例如, 此前尚未有生物标志物能够较为精准地预 

测抗体-药物共轭物的疗效, 但基于AI的预测模型可以 

实现这一点 [127]; 在肿瘤治疗领域, 基于AI预测的蛋白 

质扩散也成功发现了多种靶向PD-1的抗体 [128]. 此外, 
生成式AI模型, 例如扩散模型、生成对抗网络、变分 

自编码器等, 在抗体的从头设计领域取得了革命性的 

突破. 这些先进的AI模型能够学习大量已知抗体序列 

或结构的分布规律, 并据此生成具有潜在期望功能的 

全新抗体, 为无需预先免疫或筛选天然库的抗体发现 

开辟了新途径 [129~131]. 
尽管AI技术在抗体发现领域展现出广阔的应用前 

景, 但其发展和应用仍面临诸多挑战, 其中包括对高质 
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量、大规模且多样化训练数据集的严重依赖, 许多AI 
模型内部决策机制的“黑箱”特性所导致的可解释性问 

题, 以及从计算预测结果到湿实验验证之间的有效转 

化等, 这些都需要多个领域的研究人员共同努力来逐 

步克服 [132,133]. 

5 新兴与特种抗体发现策略 

随着对抗体功能和作用机制理解的不断深入, 以 

及对特定类型抗体需求的日益增长, 除了上述主流技 

术外, 一系列新兴的或针对特种需求的抗体发现策略 

和平台也相继被开发出来.  

5.1 转基因动物平台 

为了从根本上克服传统杂交瘤技术产生的鼠源抗 

体的免疫原性问题, 并直接获得经过体内生理环境筛 

选的全人源抗体, 科学家们通过基因工程手段开发了 

多种能够表达人抗体基因的转基因动物平台, 其中以 

转基因小鼠最为常用 [134]. 这些转基因小鼠的鼠源抗 

体基因通常会通过基因打靶技术进行功能性失活, 以 

抑制小鼠自身抗体的产生, 同时将包含大量人抗体基 

因片段的人工染色体或大片段基因组DNA导入到小 

鼠的基因组中, 并确保其能够功能性表达 [135]. 当这些 

转基因小鼠受到特定抗原的刺激后, 其B细胞能够利 

用导入的人抗体基因片段进行V(D)J基因的随机重排、 

体细胞高频突变, 经历完整的B细胞发育和免疫应答 

过程, 最终产生针对该免疫原的、具有多样化可变区 

序列和不同效应功能亚型的全人源单克隆抗体 [136]. 
但是, 转基因动物平台的构建、维护和使用成本 

通常较高, 且由于导入的人抗体基因片段在小鼠体内 

的表达环境与真实人体内环境不完全相同, 可能会出 

现免疫应答范围受限、产生的抗体库多样性不足、与 

天然人源抗体在某些细微特性上存在差异等问题.  

5.2 针对挑战性靶点的策略 

尽管抗体发现技术已取得巨大进步, 但仍存在许 

多具有重要生理功能和药理学开发价值的蛋白质靶 

点, 例如G蛋白偶联受体、离子通道、转运体等跨膜 

蛋白, 以及某些具有高度动态构象、低免疫原性或位 

于隐蔽结构域的可溶性蛋白, 因其结构复杂、在体外 

表达和纯化过程中难以保持天然构象、免疫原性较弱 

等特性 ,  通常被认为是抗体发现领域的“难成药靶 

点” [137,138]. 传统的抗体发现方法, 特别是那些依赖于 

纯化蛋白进行动物免疫或体外筛选的策略, 在针对这 

些靶点时往往难以高效获得特异性抗体 [139,140]. 
针对结构复杂的跨膜蛋白靶点, 一种行之有效的 

策略是将表达该靶蛋白的完整细胞、细胞膜片段或经 

过基因工程改造的重组病毒样颗粒作为免疫原进行动 

物免疫, 或者直接将这些形式的抗原用于体外筛选流 

程. 为了在体外实验条件下更好地呈现膜蛋白的天然 

构象, 研究人员已经开发了多种抗原呈递与稳定化技 

术, 例如将目标膜蛋白嵌入到病毒样颗粒的脂质双分 

子层结构中, 或者利用两亲性聚合物将其从天然膜环 

境中直接提取出来并包裹, 这些形式的抗原可用于后 

续的动物免疫、抗体库筛选或结构生物学研究 [141]. 
此外, 基因免疫技术通过将编码目标蛋白的基因直接 

递送到宿主细胞内, 使其能够原位表达目标抗原并诱 

导免疫应答, 同样适用于难以获得足量高纯度活性蛋 

白或在体外纯化过程中极不稳定的膜蛋白 [142]. 
对于某些由于空间位阻而难以通过常规IgG抗体 

有效靶向的隐蔽性表位, 利用具有更小尺寸和独特结 

构优势的单域抗体, 如来源于骆驼科动物的VHH抗体 

或来源于软骨鱼类的VNAR抗体, 或者利用高度工程 

化改造的非抗体蛋白支架, 也为攻克这些挑战性靶点 

提供了富有前景的治疗策略 [143~145]. 
展望未来, 针对挑战性靶点的抗体发现策略将更 

趋向于整合多种技术的优势, 例如将高度稳定的抗原 

呈递技术与高通量单B细胞筛选平台、人工智能辅助 

抗体设计等相结合, 进一步提高发现针对各类挑战性 

靶点抗体的成功率和效率 [146].  

5.3 双特异性、多特异性抗体的发现与构建  

双/多特异性抗体能够同时识别两个或更多不同 

的表位或抗原, 介导多种新颖的治疗机制, 例如将免疫 

效应细胞桥联至肿瘤细胞表面以增强杀伤效果、同时 

阻断多条致病相关的细胞信号通路、促进治疗分子跨 

越生理屏障、通过结合不同表位提高对靶细胞的结合 

亲和力等, 这已成为当前抗体药物研发领域中的热点 

方向之一 [147,148]. 尽管双/多特异性抗体的最终形式主 

要依赖于复杂的蛋白质工程进行构建, 但其每一个独 

立的抗原结合结构域的发现、筛选和亲和力成熟, 仍 

然依赖于本文前述的各类抗体发现平台 [149]. 
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然而, 双/多特异性抗体的设计与开发面临诸多挑 

战, 其中包括如何确保不同重链和轻链之间的正确配 

对与组装, 如何有效减少非期望的同源二聚体副产物 

的形成, 如何优化其整体分子的稳定性, 如何建立高 

效的大规模生产工艺等. 为了加速开发, 一些新兴的 

策略也正在被积极探索, 例如利用体外展示平台直接 

构建双特异性格式的抗体文库, 或者通过计算生物学 

设计与高通量筛选技术相结合, 来快速评估不同分子 

形式的双特异性抗体的亲和力、特异性及可开发 

性 [150]. 

5.4 合成生物学方法 

合成生物学作为一门新兴的交叉学科, 其核心目 

标在于创建具有可预测、可控制、可编程预设功能的 

新型生物系统, 通过工程化改造乃至从头构建全新的 

生物部件、通路或细胞系统, 为抗体发现、功能优 

化、生产表达提供了全新的视角 [151,152]. 
无细胞合成生物学平台, 通过在体外精确地组装 

转录与翻译所需的全部生物化学组分, 或者利用经过 

特殊处理的细胞裂解液, 能够实现蛋白质合成过程的 

精细控制和高通量生产, 并且可以用于构建完全体外 

的、模拟细胞环境的人工细胞或最小化生物系统, 以 

进行新型抗体的筛选或功能分析, 从而摆脱活细胞培 

养的复杂性和生长限制 [153,154]. 
合成生物学的理念和技术也推动了完全从头设 

计、不依赖于天然抗体骨架的新型结合蛋白, 或被称 

为“合成抗体”的开发. 目前, 基于合成生物学的抗体 

从头设计已经取得了长足的进展, 例如结合深度学习 

设计的抗蛇毒蛋白 [155], 利用预先训练的大语言模型 

从头合成SARS-CoV-2的抗体 [156]等. 这些成功的案例 

都旨在突破天然免疫系统的限制, 探索更为广阔和未 

知的抗体空间 [157]. 

6 不同抗体发现技术的比较与选择 

面对多样化的抗体发现技术平台, 如何进行科学 

评估、比较并结合具体的研发需求作出最优的策略选 

择, 是抗体药物研发中至关重要的环节. 

6.1 关键评价指标 

在系统性地评估和比较不同的抗体发现技术平台 

时, 需要综合考量一系列要素, 包括关键技术参数、经 

济效益以及产出抗体的特性等(表1), 以便针对特定的 

研发目标、资源配置和预期成果作出最合适的选 

择 [158]. 首先, 研发周期是衡量一个技术平台效率高低 

的重要指标, 对于需要快速响应突发公共卫生事件或 

力求加速新药研发的项目而言尤其关键. 其次, 成本 

效益考量, 涵盖了初期固定资产的投入、实验过程中 

的试剂耗材费用、人力资源成本等方面的总体开销, 
这一指标直接影响到项目的经济可行性和可持续 

性 [159,160]. 再者, 筛选通量和技术平台所能容纳的文库 

多样性, 直接决定了成功发现优质抗体的概率大小; 而 

最终获得抗体的种类, 特别是其物种来源及其分子形 

式, 对于后续的临床应用、工程化改造等步骤具有决 

定性的影响. 此外, 候选抗体的亲和力和特异性是衡 

量其潜在治疗效果的核心参数, 直接关系到其在体内 

的有效剂量、潜在的脱靶效应以及临床应用的安全性 

与有效性 [161]. 最后, 可开发性也直接关系到该抗体分 

子能否成功地进行后续的制剂开发、临床试验和大规 

模的商业化应用. 

6.2 针对不同需求的策略选择 

实际的抗体发现策略选择, 必须基于对具体研发 

目标、可用资源配置、项目时间进度以及期望的抗体 

特性等多方面因素进行全面的权衡. 例如, 对于主要在 

基础研究中用作实验工具的抗体, 其对免疫原性的要 

求通常相对较低, 研发周期和直接成本可能是优先考 

虑的因素, 此时, 传统的杂交瘤技术或相对快速的噬 

菌体展示已经足够满足大部分需求; 然而, 对于旨在 

开发为新型治疗性药物的抗体, 则必须将获得高度人 

源化的抗体作为首要目标, 此时, 能够直接产出人源 

抗体的转基因动物平台、基于大规模人源抗体库的体 

外展示技术, 或直接从人体分离抗体基因的单B细胞 

技术通常是更为合适的选择.  
此外, 如果对最终获得的候选抗体的某些关键特 

性有极高的要求或特定的期望, 那么可能需要优先选 

择那些能够充分利用体内亲和力成熟机制(如转基因 

动物、基于免疫抗体库的展示技术、单B细胞技术)的 

技术平台, 或者那些可以进行精细功能性筛选(如结合 

FACS的酵母展示或哺乳动物细胞展示技术)的策略, 
并且通常还需要结合后续的工程化改造来最终达到 

目标.  
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值得强调的是, 在复杂的抗体研发项目中, 最佳的 

策略往往不是依赖单一技术平台, 而是巧妙地整合多 

种技术的优势, 例如可以首先利用转基因小鼠在体内 

产生人源抗体库, 再通过高通量的单B细胞技术进行 

筛选和亲和力成熟, 最后结合计算生物学方法进行可 

开发性评估和序列优化, 从而形成一个高效、互补的 

综合性研发管线.  

7 挑战与未来展望 

7.1 当前面临的挑战 

抗体发现技术在过去数十年间取得了令人瞩目的 

发展, 成功催生了众多改变临床实践的治疗性抗体药 

物, 但该领域在迈向更广应用和更深理解的征途中, 
仍面临一系列持续存在的固有挑战.  

缩短从靶点确认到候选药物产生的研发周期、提 

升针对特定靶点获得理想抗体分子的成功率, 并在此 

过程中有效地控制成本, 是整个生物医药行业在抗体 

研发领域共同追求的核心目标. 目前, 主流的抗体筛 

选策略主要基于抗原结合亲和力或表观结合信号的强 

度, 然而, 如何能够更直接、更高效地筛选出那些能够 

介导特定生物学功能的抗体分子, 仍然是一个需要不 

断创新的环节 [162].  
再者, 候选抗体分子的可开发性问题, 仍然是导致 

许多具有优良生物学活性的抗体在临床阶段遭遇失败 

的主要原因之一. 因此, 如何在抗体发现的早期就准确 

预测并优化这些关键的可开发性参数至关重要 [163]. 
此外, 尽管双特异性抗体、单域抗体等新型抗体 

形式具有独特的治疗优势, 但其高效的发现、精确的 

分子设计、复杂的工程化改造以及大规模生产工艺的 

开发, 仍然面临着各自领域内独特的技术挑战, 例如, 
如何确保双特异性抗体中不同链的正确配对、如何克 

服某些小型抗体片段在体内半衰期较短等问题 [164,165]. 
最后, 如何能够有效地针对那些传统意义上被认 

为是“不可成药”或“难以成药”的复杂靶点, 成功开发 

出具有高特异性、高亲和力的抗体, 仍然是当前抗体 

药物研发领域最具挑战性的前沿课题之一.  

7.2 未来发展趋势 

面对当前抗体发现领域存在的诸多挑战, 以及未 

表 1 不同抗体发现技术关键评价指标对比 

Table 1 Comparison of key evaluation indicators for different antibody discovery technologies 

关键评价指标 杂交瘤技术  
噬菌体 
展示  

酵母展示  核糖体展示  单B细胞技术  转基因动物平台  AI辅助开发 

研发周期 
较长(通常 
3~6个月)  较短  相对较短  

非常短(因无细 
胞培养)  

非常快(数天至 
数周)  

较长(需动物 
免疫周期)  较短 

成本 
初期投入相对 
较低, 但劳动强 

度大  
相对较低  

较高(需FACS 
等设备)  试剂成本较高  

较高(依赖精密设 
备和试剂)  

平台开发和维护 
成本高  

前期训练和学 
习成本较高 

文库筛选通量 低  极高(10 7~10 11)  高(10 7~10 9)  极高 
(10 12~10 14)  

高(可达数万至 
百万细胞)  

中等(依赖于后 
续分离技术)  高 

抗体来源 
鼠源(主要) 
或兔源  

人源、鼠源、 
合成库等  

人源、合成库 
等  

DNA/mRNA模 
板来源(任意)  

人源、鼠源等 
(来自免疫个体)  

全人源(来自 
人源化动物)  

现有抗体改造 
或从头合成 

天然重轻链配对 是  否  否  否  是  是  否 

体内亲和力成熟 是  否   否  否  是  是  否 

关键优势 

产生完整、天 
然配对的IgG; 
产物经体内亲 
和力成熟; 技术 
经典、稳定  

文库容量巨大; 
周期短, 成本相 
对低; 可筛选非 
免疫原性/毒性 

靶点  

真核表达, 有利 
于折叠和修饰; 
可结合FACS进 
行定量和功能 
筛选; 亲和力成 

熟效率高  

文库容量最大; 
完全体外操作, 
无细胞偏倚; 便 
于体外进化  

发现速度极快; 获 
取天然重链轻链 
配对; 产物经体内 
亲和力成熟; 适合 
发现针对复杂靶 

点的抗体  

直接产生全人源 
抗体, 产物经体 
内亲和力成熟且 
可开发性好  

效率较高, 节省 
大量人工成本; 
可以生成全新 
的抗体序列 

主要局限性 

周期长, 通量 
低; 鼠源免疫原 
性强; 难以处理 
某些“困难”靶 

点  

原核表达, 缺乏 
翻译后修饰; 可 
能丢失天然配 
对; scFv/Fab转 
IgG格式可能 

出问题  

操作较复杂,  
需昂贵设备 

(FACS)  

技术要求高, 对 
RNase敏感; 复 
合物不稳定; 试 

剂成本高  

难以捕获极稀有B 
细胞; 成本高, 依 
赖昂贵设备; 单细 
胞PCR效率和偏 

倚问题  

平台开发和维护 
成本高; 动物免 
疫周期长; 可能 
存在免疫应答受 

限  

前期的开发和 
训练周期较长; 
计算预测向湿 
实验的转化效 
率有待提高   
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来精准医疗的临床需求, 全球的抗体发现技术正朝着 

更高效、更智能、更个性化的方向持续革新, 多种前 

沿技术的交叉应用将是推动该领域在未来取得突破性 

进展的核心驱动力.  
人工智能和机器学习算法将与高通量自动化实验 

平台进行更深层次的融合, 不仅将广泛应用于海量组 

学数据的分析、复杂模式的识别和生物学意义挖掘, 
还将日益赋能抗体的设计与优化、抗原表位的精确预 

测、整个抗体发现与筛选流程的智能化决策, 最终目 

标是实现高度自动化、智能化的下一代抗体发现 

流程.  
而随着对个体化免疫组库特征认识的不断加深, 

结合更为快速、经济的抗体发现技术和生产工艺, 开 

发针对每一位患者独特病理特征的个性化抗体药物将 

逐渐从概念走向现实, 有望为癌症、自身免疫病等多 

种复杂疾病提供更为精准、高效且副作用更低的个体 

化治疗.  
最后, 合成生物学方法, 包括引入非天然氨基酸、 

从头设计全新的蛋白、构建超大规模的全合成抗体文 

库等, 将持续推动完全人工创造的、具有独特结构和 

功能的抗体的开发, 这些新型分子有望克服传统抗体 

的某些固有局限性, 展现出更广泛的治疗潜力.  
展望未来, 抗体发现技术的发展将更加突出多平 

台技术之间的协同整合与优势互补. 人们有充分的理 

由相信, 凭借持续不断的技术创新、多学科知识的深 

度融合以及全球科研人员与产业界的紧密协作, 抗体 

研究与应用领域在未来必将取得更多激动人心的进 

展, 为满足日益增长的临床需求、攻克人类面临的重 

大疾病、提升全球健康福祉, 持续贡献巨大的力量与 

价值.   
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Antibodies, as core tools in life science research and clinical therapeutics, have witnessed revolutionary advancements in discovery 
technologies—evolving from the traditional hybridoma technique to modern high-throughput and intelligent platforms. This review 
systematically summarizes major progress in antibody discovery technologies. It begins with an elaboration of the foundational 
hybridoma technology, including its principles, advantages, and limitations, along with improvement strategies such as humanization. 
The article then shifts to various in vitro display technologies—such as phage, yeast, and ribosome display—with a focus on their core 
mechanisms, library construction, and screening strategies. The review further elaborates on the advantages and implementation 
approaches of single B-cell antibody technology, emphasizing its critical role in preserving natural heavy-light chain pairing 
information. Also explored are applications of next-generation sequencing in antibody repertoire analysis and dynamic tracking, as 
well as the cutting-edge role of computational biology and artificial intelligence in antibody design, optimization, and developability 
prediction. Additional topics include strategies for challenging targets, transgenic animal platforms, engineering of bispecific and 
multispecific antibodies, and the potential of synthetic biology in novel antibody development. Finally, by comparing key metrics 
across different technological platforms, the review outlines current challenges and anticipates future directions, including the 
integration of multiple technologies, AI-enabled development, and personalized antibody therapeutics. This comprehensive review 
provides technical insights and strategic guidance for antibody drug R&D, offering valuable reference for promoting innovation and 
clinical application of therapeutic antibodies. 

antibody discovery, hybridoma, phage display, yeast display, single B-cell sorting, next-generation sequencing, 
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